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Besehrelbuncg

zur Patentanmeldung der

ALZA CORPCHATION
950 Page Mill Road, Palo Alto, Californien 94304, USA
betreffend
Wasgerldsliches, polymevisiertes

Hamogliobhin

Die Erfindung betriift sin wasserlisliches, polymeri-
sliertes, vernetztes Himoglobin, das frei ist von Stroma und
geelgnet Tlr Blutersatzstoffe, um Sauvsrstoff zu dem Gewebe
und Urganen zu transportieren und in Blutplasmez-Strechkmitieln.
‘Das Polyhimoglobin wird hergestellt durch Umsetzung von
stromafreiem Himoglobin mit einem geeigneten Verneizungs-
mittel,

Himoglobin ist im Blut von Sdugetieren vorhanden und ses
besitzt die grundlegende Eigenschaft, daf es in Lisung
reversibel oxidiert werden kann. In der natirlichen Form ist
Himoglobin von S8ugetieren ein konjugiertes nicht vernetztes
Protein, das ein Molekulargewicht von 64 500 hat und struk-
turell aus zweil Untereinheiten besteht, Jede Untereinhelt
enthilt eine Himgruppe und eine Polypeptidkette; genannt
Globin, Bei SHugetieren ist Himoglobin in ITrythrocyten zusam~
men mit Stroma vorhanden, das asus Proteinen, FPhospholipiden
und Cholesterin besteht. Die Umsetzung von isoliertem Rinders
Hémoglobin, enthaltend Stroma mit Uberschilssigem Glutaraldehyd
unter Bildung sines unlUslichen Niederschlages,ist in
Histochemical J., Band 2, Seiten 137 bis 150, 1870, beschrie-
ben., Ahnlich ist die Umsetzung von Proteinen sus ganzem Rlut
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mit Glutaraidehyd unter Bildung eines wasserunldslichen Leims
in der US~-PS 3 294 564 angegeben. Die Wechselwirkung von dem
Kollagen und Gelatine mit Diisccysnaten und anderen mehrfach
kuppelnden Mitteln}einschlieﬁlimh Aldehyden ist in den US-P3S
2 591 133 und 3 057 782 scwle in Bicochemica et Blophysica
Acta, Band 168, Seiten 341 bis 352, 1668, angegsben. Die
Carboxyalkylierung von Gleobin zur Verwendung als Plasma-
Streckmittel ist in der US-PS 2 719 837 beschrisben. Die dort
beschriebenen Produkte besitzenjedoch nicht die Fihigkeit,
Sauerstoff zu transportieren wnd infolgedessen gelangten sis
nicht zur allgemeinen Anwendung. Die US-PS 2 527 210 be~
schreibt die Verwendung von Himoglobln zur Behandlung von Wune
den. Die U3S~PS 3 000 836 und 3 519 572 beschreiben Blutzube-
reitungen, die als Standard zur Messung von Himoglobin ge-
eignet sind. In der NL-PS 7 404 140 ist ein wasserl@sliches,
vernetztes Himoglobin beschrieben, das Stroma enthd8lt und als
Plasmaersatz angewandt werden soll.

Die vorliegende Erfindung beitrifit wasserlidsliches,
palymarisiertesgvernetztes Himoglobin, das dadurch gekenne-
zeichnet ist, daf es stromafrei ist und ilmstande, reversibel
einen Liganden zu binden.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstele
lung des oben angsgebensn wasserlésliohenipolymerisierteniverm
netzten Himoglobins, das dadurch gekennzeichnet ist, daf man
Stroma und Zelltrimmer von dem Himoglobin entfernt, das ent-
stehende stromafreie Himoglobin, das entweder einen Liganden
enth#lt oder nicht, mit sinem polyfunkiionellen Vernetzungs-
mittel wmsetzt, das mit den reaktionsfihigen Gruppen des HEmo~-
globins reagisrt,unter einer Atmosphirgaus einem Schutzgas und
unter Bedingungen, bel denen ein "asserléﬁliches!palymerisierm
tesivernetztes Himoglobin entsteht und die Reakiion durch Zugabe
eines Desktivators fir das Vernstzungsmitiel zu dem Reakiionse-

gemisch abbricht.
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AuBerdem betrifft die Erfindung pharmazeutische Mittel,
enthaltend eimen Blubtersatzstoff oder ein Blutplasma-Streck-
mittel im Gemisch mit einem physiclogisch geeignsten Tri#ger,
die dadurch gekennzeichmnel sind, daB der Blutersatzstoff oder
daz Flasma-Streckmitiel das oben beschriebene wasserlﬁslicha?
polymerisierte, vernetzte Hmoglobin ist. A

Die Ausdrﬁckg“polymerisierteg HEmoglobin®, fvernetzies
Hémoglobin® und "makromolekulares Hamoglobhin® werden im fol-
genden ersetzt durch den Ausdruck "PFolyhimoglobin® und die
Augdriicke "polymerisiertes Himoglobin®, "vernetztes HEmoglobin®,
"makromolekulares Himoglobin® und "Polyhimoglobin® werden im
Rahmen dieser Beschrsibung als Hguivslent angesehen. Unter
Polyhmogloblin ist zunmindest ein HiEmoglobin-Tetramer, Hbﬁ’ 24
verstehen, vernetzt in. dem Tetramer oder mit mindestens einem

ands

héﬁggitigan Himoglovin~Monomer, Hb, unter Bildung der makro-
molekularen Verbindung der allgemeinen Formel Poly(Hb) , wobei
Hb das Himoglobin~Monomer und n 4 bis 60, Ublicherweise 8 bis 30
bedeutet.

Das erfindungsgemifle Polvhimoglobin ist 1loslich in
widfirigen Fllssigkeiten mit einem pH-Wert von & bis 9 und in
physiclogischen FlUssigkeiten. Das Polyhimoglobin besitzt ein
Molekulargewicht von 64 000 bis 1 OO0 000 und die Eigenschaft,
in Losung reversibel gasffrmige Liganden in einer Menge bis zu
&0 juMal Ligand?%%ﬁamoglobin zu binden, d.h. die Fahigkeitl,
Liganden zu bindenfliegt nahe bei 100 %. Das Polyhimoglebin
zeigt, Je nach seinsr Herstellung, einsn ldganden-Teildruck
bel halber SHttigung von 2,% bis 120 mn Hg bel 3796, gemesssn
bei neutralem pH und Atmosphirendruck. Die PolyhdEmoglobinlésun~
gen besitzen eine Intrinsic~Viskositidt von 0,04 bis 0,16 dl/fg
und zeigen Speltren im ultra~violetten und sichitbaren Lichti,
dhnlich wie nicht vernmetztes Hawmoglobin. Das Polyhidmoglobin
im oxidierten Zustand, wenn das BEisen des Hims dreiwertig ist
und das Peolyhidmogiobin vernetztes siromaflrelies Polymelthimo-
globin ist, besitzit einen molskularen BExtinktionskeeffizienten,
£, bei 630 nm = 3,5 + 0,4 x 107 in Abwesenheit eines Him-
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T 26077086
liganden und £ bel 540 = 9,5 + 0,5 x 10° fir vernetztes stroma-
freies Polvcyanomethimoglobin {Polymethimoglobin mit Cyanid als
Hamliganden).

Das Polyhimoglobin wird hergestellt, indem man von
Erythrocyten ausgeht, die von frisch entnommenem menschlichen
Blutaﬁberaltertem {outdated} ganzen Blut oder Placentas gewonnen
worden sind, gepackten Ervthrocyten, die von Blutspendezeniren
grhalten worden sindgader ErYthracyten von tierischem Blut. Das
Blut wird in Flaschen gezogen, die ein Antikoagulans enthalten,
zentrifugiert und das Uberstehende Plasma abgezogen. Das Zentri-
fugieven wird bei -5 bis 40°¢, vorzugsweise 4 bis 6° ¢ ungefdhr
5 bis S0Minuten bei 650 bis 6500g durchgeflihrt, wobel das Plasma
und der Leukocvitenfilm im zentrifugierten Blut (buffy coat} ab-
getrennt und verworfen werden. AnschlieBend werden dis roten
Zellen in ungefihr 1 bis 4 Volumina kalter iscltonischer oder
nypertonischer Salzlisung gewaschen, die Suspension zentrifu-
giert und die {iberstshende Flissigkeit ernsut gntfernt und ver-
worfen. Die roten Zellen werden weitere 2-bis Zmal gewaschen ,
wobei die Waschfliissigkeiten nach jedem Zentrifugieren verworfen

werdeh.

Das Verfahren zur Herstellung des Ausgangsmaterials fir
die Polymerisation umfaBt ein Isclieren des HEmoglobins aus den
Zellen, &e im wessntlichen frel ist von Zelltrlimmern und
Streoma, Die Eontfernung von Stromaproteinen und Lipiden ist er-
findungsgendf kritisch wnd ihre Entiernung schilieft im wesente
lichen eine Nierenschidigung aus. Das Verfahren zur Hersbtellung
von stromafreiem Himoglobin umfaft zundchst ein Lysieren {Losen}
der Zellen in ungefihr 1 bis 4 Volumina kaltem Wasser oder
anderen lysierenden Ligungen wie hypotonischen Phosphatpuffep-
1ssungen und hypotonischer Sslzldsung. Nach der Lyse wird dis
Suspension von roten Zellen . geschittelt und kalles Toluol in
einer Menge von ungefdhr 10 bis 200 % des Zellvolumens,Ublicher-
weise etwa 10 bis 30 Volumen-% zugegeben. Das Gemisch wird dann
4 biz 10 Minuten geschiittelt und 24 bis 72 Stunden bei & bis &° ¢
stehengelassen, wobel ein dreiphasiges Gemisch entsteht. Die

ORIGINAL INSPECTED
508837/0873 ¥4



2607706

untere klare rote Schicht wird isoliert umd mit 40 000 bis

50 O00g mindestens 60 Minuten bei ungefihr & bis 6°C zentrie-
fugiert, damn wird die obere klare Flissigkeilt abgetrennt

und durch sin Diatomeenerdefilter filtriert. Bel dieser
Filtration werdsen Spuren von Stroma entfernt und verschie-
deng bekannte Prizipitationstests kinnen angewandt werden, um
festeustellen, ob das Hdmoglobin stromafrel ist.

Restliche niedsrmolekulare Salze und Metaboliten wer-
den von dem stromafreien Himoglobin durch Dialyse gegen
Standard- oder medizinisch geeignete Puffer entfernt. Puffer,
die flr diesen Zweck geeignet sind, umfassen 0,05 m Phosphate
ldsung und physicliogische Salzidsung, gepuffert mit Alkali~
bicarbonaten. Das stromafreie Himoglobin kann dialysiert were
den unter Verwendung von handelsiiblichen Vorrichtungen wie
ginem Dow-miniplant unter Verwendung von Bimfi,‘bex - 50,
Dialysefasern, dem Kolffsystem unter Verwendung einer semi~
permeablen Membran oder einsr Crom=A-Coil™> Einheit oder
semipermeablen Dialysemembranen wie Zellulose, Zellulose-
acetat und modifizierten Zelluloseacetatmembranen wis N,N-
Difthylamino-fthylzellulose~acetat und Zellulose~propionat.

Die Ddalyse wird bei &4 Dbis &% durchgefibrt, indem man
die stromafreie Himoglobinlisung durch Zellulose«Hohlfasern
leitet, wobel das Hdmoglobin gegen einen Puffer dislysisert
wird, der aullen an den Fasern entlanggelelitet wird. Im allge-
meinsn besitzen die Fasern eine Trenngrenze {exclusion limit),
die den Durchgang von niedermolekularen gelisten Stoffen sr-
laubt, ohne dall Himoglobin mi@austritt, Die Fliefllgeachwindig~
keit der Flissigkeit ist griSer als 1 ml/min, vorzugswelss
% bis 25 ml/min. Das stromafreie Himoglobin wird dreimal durch
die Fasern geleitet, um Gleichgewicht einzustellen,

Adnschliefend wird das dialysierte Himoglobin polymeri-
siert unter Bildung von wasserliszlichsm makromolekularem ver-
netzten stromsfreiem Polyhdwmoglobin. Das stromaflreie Himoglobin

«s /6
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sur Vernetzung kann entweder eimen Liganden enthalten oder
nicht, je nachdem, ob Himligsnden vorhanden sind oder nicht,
Wenn Sauerstoff oder Kohlenmonoxid als Himliganden vorhanden
sind, ist das Himoglobin bekannt als Oxyhémoglébin baw.
Carbomonoxyhimoglobin, Wenn kein Himligand vorhsnden ist,
nennt man das Himoglobin Deoxyhimoglobin. Das Oxyhimoglobln
und Carbomonoxyh#moglobin werden hergestellt durch Aguili=
brierung mit den enitsprechenden Gasen, Sausrstoff und Kohlen-
monoxid, bel einer Temperatur von & bis 6°¢ ungefihr 30 bis 60
Minuten lang. Deoxyhimoglobin wird hergestellt durch wieder-
holte Behandlumg der Lidsung unter veprringerten Druck, Ublicher—
weise ungefihr 250 mn Hg und anschliefendes Splilen mit Stick-
stoff oder einem inerten Gas wie Argon oder Neon. Deoxyhimo-
globin kann auch hergestellt werdsn durch chamische Deoxy-
genierung unter Zugabe von Reduktionsmitieln wie Natrium-
dithionit oder Natriumsulfit. Die pavorzughben Formen von Hamo-
globin zur Herstellung des erfindungsgeméfen Polyhdmoglobins
sind OxyhEmoglobin und Deoxyhimoglobin, bas Vernetzen dieser
Himoglobine ergibt Polyhimoglobine mit einen P§0~Wert VO un=
geféihr 4 bis 120 mm Hg bel ungefdhr physiologischen Bedingun~
gen;{ﬁ?ﬁag pH 7,1) je nach der Art der Herstellung des Poly-
himoglobins,. Dlesger Bereich von P50~Werten von 4 bis 120 om
Hg umfaft die HémcglgbinmSauerstoffmAffimitéten wie sie sich
in Blut und freiem natiirlich vorkoumenden Himoglobin finden.

Die Polymerisation von dialysiertem stromalfreiem Himo-
globin wird durchgefihrt durch intermolekulare Vernetzung,
{iblicherweise der primidren Aminogruppe des Lysinrestes unter
Bildung von wasserldslichen Polyhdmoglobin. Die Vernetzung
wird durchgeflhrt in Gegenward mindestens eines polyfunktionel-
len Vernetzungsmittels unter Bildung von mehr als 90 % makro-
molekularst Himogloblin. lie Polymerisation wird durchgefiihrt,
jpdem man zunichst das Reaktionsgefdh mit dem entsprechenden
Gas spiilt. Dann wird das Himoglobin unter einer Schutzatmom
shire des entsprechenden Gases vernetzt. Dis Reakbtion wird
0,25 bis 300 Stunden bel ¢ bis 25°C unter Atmosphirendruck

oo 7
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durchgefihri. Hohere Dricke bis zu 500 kPa k¥nnen ebenfalls
angewandt werden. Vorzugswelse wird die Temperatur zwischen
¢ und 10°C gehalten, um eine thermische Oxidation von Himow
globin zu vermeiden., Temperaturen im Bereich von 4 bis 6°C
sind besonders beveorzugt. Im allgemeinen wird ungefdhr sin
Aguivalent Himoglobin mit einem Molekulargewicht von 64 Q0O
mit 2,5 bis 300 Aquivaleﬁt des polyfunktionellen Vernet-
zungsmittels umgesetzt,

Die Heaktlon wird abgebrochen durch Zugabe eines Ver
netzmittel-Demktivators wie eines niedermolekularen Amins
{wie die Konzentration an Vernetzungsmittel zunimmt, kann
die Neigung zur Bildung unléslicher Polymerisationsprodukte
zunehmen und das kann verhindert werden durch Zugabe eines
Teils des Dessktivators vor der Zugabe des Vernetzungsmittels).
Die zugesetzte Menge an Desaktivator wird so gewdhlt, daB =sie
ausreicht, um mit den nicht umgesetzten funktionellen Gruppen
eines Vernetzungsmitiels, das an eine Himoglobingruppe gebun-
den ist, zu reagieren., Ublicherweise verwendet man ein
stéchliometrische Menge oder ein Uberschu8 bis zu 250 Aguiva-
lent Desaktivator auf ein Aquivalent Vernetzungsmititel. Nach
der Zugabe des Desaktivators wird des HReaktionsgemisch wei-
ters 18 bis 24 Stunden bel verminderter Temperatur gerihrt.
Das rohe RHeaktionsgemisch wird durch Zentrifugieren gekldrt
und gegen elne isoltonische ElsktrolytlSsung dialvsiert. Das
erhaltene Llisliche Polyh#moglobin wird sterilisiert durch
Filtrieren durch einen Filter mit einer Porengriéfe von unge-—
féhr 0,2 biszs ungefdhr §,45 U vorzugsweise 0,22 U

Die fUr die erfindungsgeméfien Zwecke geeigneten poly-
funktionellen Vermetzungsmittel sind vorzugsweise wasser—
18slich und reagiersn mit vernetzbaren Stellen von Himoglobin
unter Bildung eines vernetzten wasserldslichen Produkites. Die
angewandten Vernetzungsmittel iiben keinen nachteiligen Effekt
auf das HHmogleobin, dessen Léslichkelt oder seine Fihigkeit,
reversibel Sauerstelf zu binden und zu den Jewebsn und Orgsnen
zu transportieren, aus. Die polyfunktionellen Vernetzungse

BOGRAT/N973 . /8
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mittel besitzen zumindest zwei funktionelle Gruppen, die gleich
oder verschieden sein kSnnen. Diese Gruppen sind imstande, mit
Aminogruppen und anderen verneltzbaren Stellen des HEmoglobine
molekills zu reagieren und sie zu vernsetzen. Unter Aminogruppen
sind die Neendstindigensel -Aminogruppen der Himoglobinketten
und der basischen AminosHurereste wie Lysin und Arginin zu
verstehen. Die funktionellen Gruppen des Vernetzungsmittels
kSunen keovalent miteinander verbunden szein oder sie kdnnen
durch eine aliphatische Gruppe oder einen aromatischen Hing
voneinander getrennt sein. Beispiele fiir aromatisch stebili-
sierte funktionelles Gruppen sind mit einer Nitrogruppe
aktivierte Azo~ und Halogengruppen. Diese umfassen Verbine
dungen mit einem heterocyclischen Ring mit reaktionsfédhigen
Gruppen an dem Ring wie Triazine der Formel

)
Pz’ b
" o
L “z

wobedl R,,E ein Halogenatom wmit der Ordmungszahl ¢ bis 35 und
Ra eiln nuklecophiler Substituent wie eine aliphatische Gruppe
{2.B. Alkylgruppe mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen) oder aromae
tigche Gruppe, ein Halogenatom mit der Urdnungszahl 9 bis 35
oder eine Aminogruppe ist. Vernetzungsmittel diessr Formel
sind z.B. 2-fning-4,5-dichlor-s-triazin und Chlor-s-triazin.

Geelgnete Vermetzungsmittel umfassen auch aromatisch
stabilisierte Verbindungen der Formsl

in der RB eine kKovalente Bindung, eine Alkylengruppe mit

1 bis 5 Kohlenstoffatomen, eine Phenylen~, Oxy-, Sulfonyl-
oder sek-Aminogruppe, R@ ein Halogenatom oder eine Nitro=-
gruppe, RE ein Wasserstoffatom, eine Nitrogruppe, eine

0%%%&&&3%3?%@?&3
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Alkvlgruppe mit 1 bis 8 Konlenstoffatomen, sine Sulfo- oder
Carbacylgruppe und Rg ein Halogenatom, eine Diazo~, Iscoyanat-
oder Isothiccyanatgruppe bedeuten. Belspilelhalte Verbindungsn
dieser Formel sind Bisediazzobenzidine2,2%zulfonsiure, 4,47 =
Diflucr-3,%° ~dinitrophenylsulfon und Diphenyl-4,4° ~dilsothiow
cyanat.

Andere geeignete Vernetzungsmittel umfassen Verbindungen
der Formel

R,

7
Rf”@ié“ﬁ%
a

R
8
wabel R? gin Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bls 33, R& aine
Nitrogruppe oder ein Wasserstoffatom bedeuten, wobel mindestens
gin Rest R8 eine Nitrogruppe ist.

Bine typische Verbindung hierfir ist 1, 5-Difluor=2 4=
dinitrobenzol.

Weitere geeignete Vernetzungsmittel sind Verbindungsn der
Pormel (Rg)gC = (O, wobhel Rg ein Wasserstoff-oder Halogenstom mit
der Ordnungszahl 9 bis 35 ist,

Weitere geeignete Vernetzungsmititel sind Verbindungen der
Formeln

RygmtCH,) Ry g
R‘ —f p— ) J— U °
1o R mCH (O ) R o

/////,/r4€32}§7\\\\\\\
R “{.‘.Hz CHE
\ /
q

=R, . und

10 10

{cu,)
e

Ryp~(CH ) Ry = {CH) R

. /10
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wobei n eine ganze Zahl von big 8, m eine ganze Zahl wvon

0 bis 5, p eine ganze Zahl von O bis 4, q eine ganze Zahl
vort 1 bis 5, R@Q cine funktionelle Gruppe wie ghen angegeben
wie sine Lgooyanaie, Vinyle, Imino-, Isothiocyanats Iso-
cyanide, Aldehyde, Bpoxid=, thiorformiat-, Trichlorformiat-
oder Imidoalkylestergruppe oder cine Gruppe der Formel

P
wCHi{ié gder
//S COR,
{CH..Y
2°a

wobheil a sine ganze %ahl vorn 1 bis 3 und qu ein
- . 2, .
Halogenatom oder eine Azogruppeyund R,H gine Oxy-, Sulfonyl-
cder zweiwertige Aminogruppe bedsutet.

Beispiele fur handelsiibliche Verngtzungsnittel der oben
angegebenen Formeln sind Divinyl-sulfon, Epichlorhydrin,
Butadien~diepoxid, ﬁthylenmglykalmdiglycidyléther, Glyzerin-
diglycidyl-8ther, Dimethylmsuberimidatmdihydrcchlcrid?
Dimethylmmalanimidatwdihydrochl@rid und Dim&thylmadipimidatm
dihydrochlorid.

Typische Vernetzungsmittel mit einer Isccyanat- oder
Tsothiccyanatgruppe sind Diphenylmk,@*mdiisethiacyanatmz,z’w
disulfonsiure, Toluol-diiscoyanat, Tolualmzmisecyanatm&m
isothiocyanat, 5mﬁethqumdiphenylmethanu&,Qidiisacyanatg»
Propylen-dilsocyanat, Butylenmdiisecyamat und Hexamethylen-—
diisocyanat.

Beispiele fir Veynetzungsmittel mit einer Aldehydm.ader
Dialdehydgruppe sind Formaldehyd, pagraformaldehyd, mit
Formaldehyd aktivierte Harnstoffe wie 1,3-Bis{aydroxymethyl)~
harnstoff und NQN'mDi(hydraxymethyl)mimidazalidinonmglaxal,
Malondialdehyd, Rernstein~dialdehyd, Clutaraldehyd, Adipine-

esd 11
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aldehyd, S~Methyl~glutaraldehyd, Propyladipinaldehyd, Phthale
disldehyd, Terephthaldehyd und Malondialdehyd,

Anders Vernetzungsmittel umfassen Derivate von Carbone
sduren und Carbonsiureresten von inm situ aktiviertem Himoe
globin unter Bildung eines reaktionsfdhigen Derivats von
Hémoglobin, das mit den Aminen eines andersn HEmoglobinmolew
kills vernetzt, Typische CarbonsBuren, die fUr diesen Zweck
geeignet sind, besitzen die Formel COH(CH,) ACOH oder
i?ch } CO0H ?jms in denen n 1 bis 8 ist. Jerarm.ge Carbor-
sduren umfag§cn Citrenen~,Malon~, Adipin- und Bernsteinsiure,
Carbons8ureaktivatoren umfassen Thionylchleorid, Carbodiimide,
hmAthylmﬁmyheqw?mlsaxazai1umm§msulfanqt {(Woodward'®s Reagens KJ,
NN ~Carbonyldiimidazcl, Netert,-Butyl-5-methylisoxazol il
perchlorat {Woodward's Reagens L), 1 1-Athyl-3~dinethyl-anino-
propylearbodiimid, T=Cyclenexyle3~(2~morpholinithyl )=carbo~
diimid-~metho~p~tolucl~sulfonat.

Das Vermetzungsmittel kann such eins Dizldehydvorstufe
sein, die leicht einen bifunktionellen Dialdehyd in dem
Reaktionsmedium bildet, Geelgnete Dialdehydvorstufen umfassen:
Acroleindimer oder E,Ambihydromi,Qmpyranmzmcarb@xaldehyd, bei
dem im wifrigen Medium Ringspaltung eintritt unter Bildung von
Wfmﬁydraxymadipinaldehyd, Andere Vorstufen, die bei Hydrolyse
ein Vermetzungsmittel bilden, sind u.a. Zmﬁihoxymﬁ,ﬁmdihydram
1,2=pyran, das Glutarsldehyd ergibt, Zmﬁthaxymémmethylm33&m
dihydro-1,2-pyran, das J-Methyl-glutaraldehyd ergibt, 2,5-
Di&thoxy-tetrahydrofuran, das Bernsteindialdehyd ergibt und
1,13, 3=~Tetradthoxypropan, das Helondialdehvd ergibt und
Formaldehyd aus Trioxan.

Der Vernetzungsmitte?mD&gaktivdtar, der zu dem Poly=
merisationsgemisch zugegeben wird, um die Reaktion abzubrechen,
(oder gegebenenfalls, wemn er zu Beginn zugegeben wird, zur

Regulierung der Vernetzungsreaktion), ist sin mong-, di~ oder

2ad 12
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multifunkticnelles Reagenz, vorzugsweise ein primdres Amin der
Formel RMNHE@ Das Amin sollte wasseridsiich gein, um dazu beie
zutragen, die LUslichkeitseigenschaften des polymerisierten
Himoglehins aufrechizusrhalten, Typlsche niedermolekulare Amine,
die angewandt werden ktnnen, sind Glycin, Lysin, Serin, Threonin,
Alanin, Athanclamin, e-fmincadipinsiure und Glutation. Andere
Verbindungen, die geelgnet sind, die Vernetzungsmittel zu
desaktivieren sind Abbruchmittel wie Bisulfite und Diole, die
imstande sind, Aldshyde zu. desaktivieren, niedermolekulare
Alkchole zur Desaktivierung von sktivierten Carbonsduren,
aktivierte Halogenide und Isocyanate und Sulfhydryie zur Dege
aktivierung von Ipoxiden wund Vianylen,

Die Erfindung wird durch die folgenden, nicht ein~
schrénkenden Beispiele, ndher erliutert.

Beispiel 1
Herstellung der Hamoglebinldsungs

Das Ausgangsmaterial waren 5 Eingheiten Ubsraltertes mensche
iliches Blut, enthaltend saure Citrat-Dextrose-Lésung als Antie
koagulans. Das Blut wurde von einer ilokalen Blutbank érhalians
Zundchst wurde dag Blut aus den efiRen der Blutbank in suto-
Klavenartige 500 ml Ce trifugengsfife gegeben. Die Gefife wure
den mit einer Xoppe verschlossen und das Blut, bestehend aus
Erythrocyten, Leukocyten, Blutplittchen und Plasma mit 5000 UpM
(4000g}, 30 Minuten bei 4°¢ zentrifugiert. Dann wurden das
FPlasma, der Leukocytenfilm und die Blutblittchen durch Absaugen
durch eine sterile Pipstie entfernt und verworfen, Die ssdi-
mentierten Brythrocyten, die zurﬁckblieben,wurden viermal durch
suspendisren in ungefdhr dem dreifachen ihrves Volumens eiskalter
steriler 0,9 %iger physiologischer Salzldsung oder 1,6 %iger
Natriumchloridlésung gewaschen. Nach jedem Waschen wurden die
Zellen wieder durch Zentrifugleren sedimentiert und die UL
stehende Fllssigkeit entfernt und verworfen.

509837/0973 VAL
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Anschliefiend wurden die gewaschenen roten ZJellen entweder
mit einem gleichen Volumen von eiskaltem Wasser oder hypertoni-
scher, 0,05 m Phosphatpufferldsung, pH 7,2, lysiert, um die
intakten Zellwdnde asufzubrechen wnd das Hamoglobin frelizusetzen.
Die Lyse wurde durch 1 bis 2 Minuten langes heftiges Schiltteln
der Zell-Wasser-Suspension bel Raumbemperatur vervollstindigt.
Dann wurden die lysierten Zellen in einen sterilen Z2~Liter~
Scheidetrichter gegeben, wobei das gesambe Volumen der Lisung
ungefdhr 1500 nl betrug. Das lysierte Erythrocyten~Wasser-

Gemisch wurde durch Bxtraktion mit 350 ml eiskaltem Toluol

]
fir Reapgeunzzwecke von Stroms bsfreit. Die Extraktion wurde
durchgefihrt durch zumindest flnf Minuten langes Schitteln in

dem Scheidetrichier.

Nach dem Stehen bei 49C idber Nacht trennte sich das
Extrakiionsgemisch in drei Schichiten: Eine obere Schicht aus
Toluol, enthaltend Stroma und Lipide, eine mititlere Schicht
von Zelltrilmmern und eine uniere Schicht aus der dunkslroten
wHBrigen Himoglobinldsung. Die untere Hémeglobinschichtlaao
bis 1200 ml wurde abgetrennt wad mit 19 000 UpM. {50 000g},

60 Minuten bei 4°C zentrifugiert, um die noch verbleibenden
Zelltrimmer zu sedimentieren. Wenn nach dem Bxtrahieren mit
Toluol keine Trenaung der Schichten eintritt, wird die Toluol-
Wasser-Zellemulsion entweder durch Zentrifugleren mit S000 UpM
{4000g) 30 Minuten bei 4% oder durch Behandeln der BEmulsion
mit 0,15 Volumina Celite =535 Filterhilfe, einem Diatomsen-
erﬁefilter;aufgebracheﬁ» Uie wiBrige Himoglobinldsung wird
vor dem Celite ™ durch Vakuumfilitration und Zentrifugleren mit
19 000 Upk {50 000g} entfernt. Etwaige letzite Spuren von Stroma
in dem Hémoglobin wurden entweder durch Filtriesren durch Fil~
ter mit einer PorengréBe von 0,22 ,um oder durch Durchleiten
durch eine %,8 om (1,5 inch} dicke 3chicht nafgepacktber
CelitaAf =535 Filterhilfe, die vorher sauer und anschiiefBend
mit sterilem pyrogenfreiem Wasser gewaschen worden war, einl-
fernt.

AT
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Anschliefiend wurde dis frisck hergestellte stromafreis
Himoglobinldsung g%ﬁfn G,05 m Phosshatpuffer, pH 7,6 mit Hilfe
gines Dow Biofiber ~50 Miniplant=Dialysator dialysiert. Die
semipermeablen hohlen Zellulosefasern des Dialysators wurdsn
zundchst mit 2,5 % Formalin gewaschen und dann mit sterilem
pyrogenfreiem Wasser gespllt, um eine mbglichs Verunreinligung
des Himoglobing durch Bakterien zu vermeiden. Die Aussenseite
der Dialysehohlfasern wurde mit sterilem Wasser und steriiem
Phosphatpuffer gespilt. Dann wurde die HiEmoglobinlisung mit
giner FlieBgeschwindigkeit von 20 wml/min durch die Fasern ge-
leitet, wihrend der Puffer auBen um die Fasern geleitet wurde
und der FluB des Puffers gegen die FlieSrichtung des Himoglobins
mit einer Geschwindigkeit von 100 ml/min stattfand. Die Himo-
globinlésung wurde wiedsrholt durch die Fasern geleitet, zu-
mindest dreimsl, um einen vollstédndigen Blekirolytaustausch
und Entfernung von zelluldren Kaliumionen sicherzustellen. Die
Himoglobinldsung wurde weiter geklirt und steriliaiert durch
Druckfiltration durch ein 0,22 {um Filter, bestehend aus ge-
mizschen Estern von Zellulose der Millipore Corporation. Die
stromafreie Himoglobinlisung wurde durch Zutropfen von wigse
fihr 1 ml eiskalter ges8ttigter Ammoniumsulfatlisung zu 1 ml-
Himoglobinldsung unter konstantem Ribren untersucht, ob sie
stromafrei war, Wenn kein Niederschlag auftritt, ist dis Li-
sung stromafrei. Die Himoglobinldsung wurde bis zum Verbrauch
bei & bis 69C gelagert.

Die Hiweoglobinldsung wurde analysiert, um die Menge an
Methimoglobin und Gegamthimoglobin in der Zubersitung zu be-
stimmen. In Oxyhimoglobin ist das Bisen der HEmgruppe zweli-
wertig. Wenn Himoglobin zu Methimeglobin oxidiert wird, Lliegt
das Bisen in dreiwertigem Zustand vor. Da Methimoglobin nicht
imstande ist, Liganden wie CO, 02 und NO zu fransportiersn,
ist sein Vorhandensein in wesentlichen Mengen in der [HEmo-
globinzubereitung unerwlinscht. Das Verhandensein von Met-
himoglobin wurde spektrephotmmetxiséﬁ nach dem modifiziertsn
Cyanomethimoglobinverfahren bestimmt, (Hawk's Physiclogical
Chemistry, Seite 1006, 1968). Die Konzentrationen an Himo-
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giobin und Methimoglobin in der Hamoglobinlisung wurden folgenm
dermafien bestimmt: Zunichst wurde die HimoglobinlUsung auf eine
Konzentration von ungefihr 10 mg/ml verdinat (Losung 4) und die
Abzorbtion der Lisung bel 630.nm gegen Wasser bestimm (E ).

Ein Tropfen einer KCN-Loisung (1 Teil 10 % KON und 1 Teil D 05 m
Fhosphat, pH 7,6} wurde zugegeben und die Ldsung gemischt. Durch
diese Zugabe wird gegebenenfalls vorhandenes Methimoglobin in
Cyancmethimoglobin umgewandelt. Nach zwei Minuten wird die Abzorb-
tion der Losung bei 630 nm gegen destilliertes Wasser erneut b~
gelesen (LZ}Q Cyanomethimoglobin absorbiert nicht bei 630 nm.
Dann wird 1 ml der Lsung & mit 9 ml destilliertem Wasser ver-
dilant. Ein Tropfen 20 %iges Kaliumferricyvanid wird Zugegeben und
nach zwei Minuten ein Tropfen von 10 %igem KCN. Die Lésung wird
gemischt und die Absorbtionm vei 540 nm gegen eine Blindprobe, be=-
stehend aus 10 ml Wasser, enthaltend Je einen Tropfen 20 %iges
Kaliumferricyanid und 10 %iges ECN, abgelesen {L }. Die Konzen-
tration von Methimoglobin wund Himoglobin wird iolﬁsndarmausen
berechnet:

Konzentration von Methimoglobin {(mM) = Ly = Lp X Verdinnungsge
faktor der Losung A, (EmM=3,7 fir Methimogldbin bei 630 mm).
Gesamtkonzentration von Himoglebin {(mM) = igmm x Verdinnung G-
faktor der Losung A x 10 (emM=11,0 fir CyandiBthimoglobin bei
540 pm}. Die Ergebnisse fir frisch hergestelltes Himoglobin wae
ren O bis 0,3 %{ew/Val)Methimoglobin, wihrend die Gesamthimo-
globinkonzentration Ublicherweise 13 bis 14 % {Gew./Vol) oder
130 bis 140 mg Hamoglobin/ml betrug.

Die Oxidation von Himoglobin zu Methimoglobin zur Do
stimmung des millimolaren Extinktionskoeffizienten bei einer
Wellenlinge maximaler Absorbtion wurde durchgeflihrt durch Un~
setzung von Himoglobin mit Kaliumferricyanid, wobei die zuletzt
genannte Vérbindung in einem 5 %igen Uberschuf, bezogen auf
Himdguivalent vorhanden war. Hin etwaiger Uberschufl an nieder—
molehkularen Reagenzien wurde entfernt dureh Dialyse gegen
0,2 m Phesphatpuffer, pH 6,8, und anschlieBende Dialyse gegen
glasdestilliertes Wasser nach dem in Science, Dand 144, Seite 68,
1968 angegebenen Verfahren,
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Zur Destimmung der millimolaren BExtinktionskoef{izienten
wurds der IEisengehalt der Probe bsstimmt durch Atomsbsorbitions-
spektroskopie nach dem in Am. J. Clin.Path., Band 48, Seiten
225 bis 228, 1967,angegebenen Verfahren und der in The Physiclo-
gist, Band 15, Seite 138, 1972, angegebenen Modifizierung. Ent-
sprechend der Modifizierung wird eine O,007 Yige Lisung von
Albumin zu dem Vergleichseisenstandard zZugegeben, um die
Proteinkonzentration in den Standards und Proben anzuglelchen.

Aus der Absorbtion der Lésung bei einer Wellenlinge
maximaler Absorbtion, A, und dem Bisengehalt der Probe werden
die Extinktionskeoeffizienten nach der folgenden Formel berech-
net:

£ = Absorbtion beilmax
¥ol Fe

Mit Hilfe des angegebenen Verfshrens ergab das nach Belspilel 1
hergestellte Himoglobin, wenu s zu Methimoglobin oxidliert wor-
den war, &= 3,7 x i0§ bei 630 nm und wenn Cyanid zugegeben
worden war £= 11,1 % %03 el 540 om. Die spekiralen Bigene
schaften von HEmoglobin und Polyhimoglobin sowohl in Form von
Methimoglobin als such ven Cyanomethimoglobin sind in Tabelle 2
angegeben.

Beispiel 2
Umsetzung von DioxvhZmoglobin mit Glutaraldehyd

Iin sinen 1=-Liter~Kolben, der mit Argon bei ungefidhr 9%
Hguilibriert war, wurden unter Luftausschluf 250 ml Deoxyhimo-
glebinldsung, 14,2 %(Gew./Vol.} in 0,05 m Phosphatpuffer mit
einem pH-Wert von 7,1 und einem Methimogloblungehalt von weniger
als 0,3 % {Gew./Vol.} zugegeben., Die Lisung wurde durch kontinu-
jerliches Spiilen mit Stickstoff frei von Luft gehalten. Dann
wurden 4,65 ml einer 1,3 =m Lysinmonohydrochloridlésung in von
Luft befreitem(,05 m Phosphatpuffer zugegeben und dis Lisung

18 Stunden mit Stickstoff Hguilibriert, um mbglicherweise noch
vorhandene Spuren von Luft zu entfernen.
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AnschlieBend wurden 5 ml 25 figen wilBrigen Glutaralde-
hyds suf 125 ml mit von Sauersteff befreitem 0,05 m Phosphate
puffer verdinnt, wn eine 0,1 m GlutaraldehydiBdsung, pH 7,56,
zu erhalten. 121 mi dieser Lisung wurden zu der Dsoxyhimo-
globin-Lysin-L8sung zugegebsn. Die entstehende Lisung wurde
3 bis 18 Stunden unter den oben beschriebenen Reaktionsbe-
dingungen gsrihrt, um sine Vernetzung des Dgoxyhimogiobins
sicherzustellen. Die Vernetzungsreaktion wurde abgebrochen
durch Zugabe von 46,5 ml von Luft befreiter Lysinlosung,

1,3 m, und die Losung wurde weltere 18 Stunden geriihrt.

Nach dem Abbruch der Reaktion wurde die Heaktionsldsung
mit 100 %igem Sauerstoff oxidiert und die Lésung gekldrt durch
Zentrifugleren und Filtrieren durch ein 0,65 fum ¥illipore ™=
Filter. Diese wund die folgenden Stufen wurden so durchgefilhrt,
dafB die Temperatur der Losung nichi Uber ﬁ5QC steigen konnte.
Die gekldrte Lisung wurde gegen eine geeignete klekitrolytli-~
sung dialysiert, um nicht gebundenen Glutaraldehyd und Ubsr-
schiissiges Lysin zu entfernen. Das Gesamtvolumen nach der
Dislyse betrug 350 nl mit einem pH-Werlt voun 5,77 bel 37®C in
normaier physiclogischer Sglzlisung.

Gegebenenfalls knnen Kationen und andere Komponenten
in dieser Verfahrensstufe zu der Polyhidmoglobinlisung zugegsg-
ben werden. Auch kann der pH-Wert auf den Wert der Umgebung
gebracht werden, bel der das Produkt angswandt werden soll!
und die L8sung kann durch Filtrieren durch eine Autoklaven
Filtrationseinheit, fagsend ein Filter mit einer Poren-
grife von ungefihr 0,22 jum!sterilisiert werden.

Die Spektralanalyse der Lésung im ultravicletien und

e

sichtbaren Bereich ergab die in Figur 1 gezeigle Abscrptions
kurve. Die Spekiralanalyse des durch Agquilibrieren der LSsung
mit Stickstoff erhaltenen dfoxigenierten polymerisierten
Hidmoglobins ergab die in Figur 2 angegebene Kurve. Die molaren

EBxtinktionskoeffizienten flr Polymeithidmoglobin wund Polycyano-
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methimoglobin, die erhalten worden waren durch Oxidation von
Polvhimoglobin mit Kaliumferricyvanid entsprechend Belispiel 1,
wurden bestimmt und die Srgebnisse sind in Tabelle £ angsge=
ben.

Die Bestimmung der intermolekularen Vernetzung zwischen
Himoglobintetramersn wurde durchgefiihrt durch Gelfiitration
mit Hilfe eines biologisch inerten Polyacrylamids mit sing
HMolekulargewichtsausschiufigrenzs von 150000 Dalton. Das
elulerte Material wurde bel 546 nm bsobachtet. Das Blubions-—
profil zsigte, dafl die angswandten Reaktionsbedinmungen Uber
9C¢ % makromolekulares Himoglobin ergaben, da der Uberwisgende
Teil (600 %) des eluierten Proteins von den Gelporen zurlckge=
halten wurde. Das Polyacrylamidgel ist im Handel srhdlitiich
als Blo-Gel 5 P-150 der Bio-Rad Laboratories, Richmond,

California, US4,

Bin welterer Hinweis auf die Verneltzung wurde durch
Dodecylsuliat~Polyacryviamid-gel~Elektrophorese erhalten. Das
angewandte Verfahren ist heschrieben in J. Biol. Chem, Band
244, Seiten 4406 bis 4412, 1969. Das Ergebnis dileser Analyse
zeigte, daf Dsoxyhdmoglobin,das mit Glutaraldehyd polymeri-
siert war, aus kovalent vernsiziten Aggregaten bestand mit
Molekulargewichten entsprechend einem ganzzahligen vielfae
chen des Monomers, lencd.

Das Moleskulargewicht des polymerisierten HiEmoglobine
wurde bestimmi durch Geldurchdringungschromatographie. Verw
fahren fiir Melekulargewichisbestimmungen sind beschrieben in
Biochem. Biophys. Acta, Band 79, Seiten 393 bis 406, 19564,

Die Geldurchdringung durch Agarcsegel wurde zur Moleku-

igr- Gewichtsbestimmung angewandt. Das Agargﬁege% besitst
eine Molekulargswichtsausschluigrenze von 20 x 107 Dalton.

. /13
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Die kugelffrmigen Agarcsegelperlen sind erhlitlich als
Seyharo&ezw

4B von Pharmacia Pine Chemicals, Uppsala,
Schweden. Beim Eluleren durch eine S8ule, die mit Globulapr-
proteinsn geelchi war, erhiell man das zahlenmifige Moleku~
1arg@wichtsmittalgﬁﬂ s das Gewichtsmitisl des Molekularge-
wichtsgﬁwﬁ und den Grad der Polymerisation,D.P., {Ur das
polymerisierte Himoglobin., Die Ergebnisse sind in Tabelle 1
angegeben, ’

Eine weitere Charakterisierung des Polyh#moglobins
wurde erreicht durch Messung der Viskositdt und Osmolaritdt,
Die Ergeﬁnisse zeigten elne exrhfhite Viskosii8t fir mit
Glutaraldenhyd vernetztes Deoxyhdmoglobin im Vergleich zu
Himoglobin sowie ein Newton'sches Verhalten, was die Unab-
hingigkeit der Viskositdt von der Scherkraft zeigi. Disses
Polymer zeigte eine starke Zunahme der relativen Viskositidt
mit der Kcnzentratian;wie aug Figur 4 hervorgeht und durch
die die Kreise verbindende Kurve angegeben ist., Die Vizkosi~
tdtsdaten wurden milt einem Ostwald-Viskosimeter Nr. 25 bel
37°C nach der ASTM-Bestimmung D2162-64 erhalten. Die
Osmolaritit wurde mit einem Dampfdruckosmometer, Model 302B
der Hewlett Packard, bestimmt, das mit Hilfe der fhodernen -

Gefrierpunktsstandards NaCl geelcht war., Die poly-
merisierten Himoglobinldsungen in einem physiclogisch ge-
elgneten Triger waren alle iso~ssmotisch, 300 mOsm/kg HQO
(+10%) mit einer Intrinsic-Viskositit g;?j = 0,091 d1/z.

Der Grad der kationischen Bindung an Polyhimoglobin
vurde bestimmt durch Zugabe von entwsder Calcium~ oder
Magnesiumionen zu der Lisung. Die Proben wurden 15 Minuten
bis 18 Stunden bei 49C inkubiert und das mekromolekulare
Himoglobin von dem Lisungsmittel abgetremnt durch Zentrifu-
gieren durch einen Membranultrafilter mit einer Rlckhalie
grenze flr ein Molekulargewichi von 50 000. Diese Ultrafilter
zind unter dem Namen Centriflo 8 Membrane Ultrafilters der
Amican Corporation, Lexington, Massachusetts USA im Handel.

Loan37/009743 <= /20
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Das klare Filtrat wurde auf den Calcium~ oder Magnesiumgshalt
untersucht pit Hilfe von Calcium Rapid 3tat nd Magnesium
Rapid Sta%;gacier Pierce Chemical Co., Rockford, Illinois USA.
Die Ergebnisse zeigten keine Bindung von Calcium~oder Magne-

giumionen an das Polyhimoglobin.

Die Sterilitdt der Ldésungen wurde nach Standardverfahe
ren fir fliissige Medien USP XVIII, Seiten 856 bis 865, 1970,
bestimmt, Alle Proben, die durch ein 0,22 o FPilter filtriert
worden waren, erwiesen sich als steril.

Die Analiyse des polymerisierten Himeoglobins auf Gesamb-
hamoglobin und Ueth8mogleobin nach dem in Beispiel 1 beschrie-
benen Verfahren srgab eine Hémoglobinkonzentration ven ungee
fahr 8 % {Gew./Vol.} und eine Methimoglobinkonzentration von
weniger als 0,6 %(Gew./Vol.), Was zeigt, daB das Himoglobine
eigen im zwelwertigen Zustand verblieben ist. Die Sauerstoff-
bindungsf8highelt wurde in einer Van Slyke~Vorrichtung nach
dem in J, Biol., Chem., Band &1, 3eiten 523 bis 573, 1924, ane~
gegebenen Verfahren bestimmt und es zeigite sich, daB sie
nahe bel 100 % lag. Die Saverstoffalfinitit des mekromolekulae
ren Himoglobins, gemessen als Teildruck Sausrstoff, der erw
forderiich ist, um die Polyhimoglobinlisung zur HElfte zu
sdtiigen,wurde =zu 22 mﬂﬁ%amerstcffdruck oder Pﬁﬁ = 22 mm Hg
bei Atmosphirendruck und 37°C bei einer Lésung mit edinen
pH~¥Wert von 7,1 gefunden. Die Sauverstoff-Dissozationshkurve
ist in Figur 3 angegeben. Die Sauverstoff-Disscozationskurven
von Hamoglobin und dessen Derivaten werden bestimmt, indem man
zundchst eine HEmoglobinprobe durch Tonometrie mit einsm Gas—
gemisceh bekamnter Zusammensetzung Hguilibriert und dann die
dguilibrierte Probe spekirophotometisch mifit. Die Sauerstofi-
dissozationshurven fir Himoglobin und dessen Derivate wevrden
auch bestimmt, indem man tonometriertes Himoglobin verwendet
und es in einer SauerstoffsdttigungsmeBvorrichtung {(Oxygen
Saturatiommeter) photometrisch mlBt. Das fir diese Bestimmun~
gen angewandte Verfahren und Tonometer sind beschriebsn in
Pfllgers Archiv, Band 15, Seiten 418 bis 424, 1860; Operators
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Manual - 137 Tonometer, Seiten 1 bis 14 und 37 bis 42, 1965,
verdffentlicht von Instrumentation lLaboratory, Inc., Lexinge-
ton, Masszachusetts, USA&; und J. Appl. Physiocl,, Band 28,
Seiten 227 bis 233, 1970, Die Sausrstoff-Sittigungsverfshren
sind bekamnt (Scan, J. Clin. Lab. Inv. Band 14, Seiten 587
bis 597, 1962},

Beigpiel 5
Heaktion von Oxyhimoglobin mit Glutasraldehyd

Die Polymerisation von Oxyhimoglobin mit Glutaraldehyd wurde
durchgefihrt, indem man das Verfahren des Bedsplels 2 mit al-
len dort angegebenen Bedingungen wiederholte mit der Ausnahme,
dafi die Losungen und die Reaktionsumgebung Sauerstolf enthiel-
ten (are kept aerocbic) durch Aquilibrieren entweder mit Luft
oder mit 100 %igem 02n Gegebenenfalls kann die polymerisierte
Oxvh#moglobinldsung durch Filtrieren durch einen 0,45 /um File
ter sterilisiert werden.

Die Bestimmung der intermolekularen Vernetzung wurde
durch Gelfiltration,wie in Beispiel 2 angegeben, durchgefilhrt
und das entstehende Elutionsprofil zeigte, daB die Reaklion
zu 90 % makromolekularsm Himoglobin gefihrt hatte. Die Ergeb-
nisse der Molekulargewichisanalyse sind in Tabelle 1 angegeben.
Die makromclekulare Cxyhimoglobinldsung war isgo-ocsmotlsch,

300 mUsm/Kg H,0 {+ 10 %} mit einer Intrinsic-Viskositdt (ﬁ) =
0,110 dl/g. Disses Polymer zeigte eine starke Zunahme der
relativen Viskozitidt mit derxr Konzentrationgwie in Figur 4 durch
die die Dreiecke verbindende Kurve angegshen ist.

Die Analyse des Polyhdmoglobins auf Gesamth@moglobin und
Methimoglobin zeighte eine HiEmoglobinkonzentration von ungefdhr
8 %(Gews/V01§ und eine Methimoglobinkonzentration von weniger
als 0,6 %{Gew,/Volw}Die Sauerstoffaufnanmefihigkeit wurde zu
nahe 100 % gefunden, der 95 ~Wert war 4 mm Hg Sauerstoffdruck
bei Atmosphirendruck und 37°C mit einer Lisung mit einem pH-
Wert von 7,1 und einer Sauerstoffdissodationskurve wis in Figur 5

angegeben.
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Beispiel &4
Unsetzung von DeoxyvhiEmoglobin mit Divinylisulfon -

In einen 1-Liter-Kolben, der mit Argon bei ungefdhr 4% dguili-
briert war, wurden unter Luftausschluf 250 ml Deoxyhimoglobine
Lésung 14 %(Gew,/VDlJ in 0,05 m Pnosphatpuffer nit einem pHe
Wert von 7,1 und einem Methimoglobingeshall von weniger als

0,3 %(Gews/Val,}gegeben” Die Lésung wurde durch kontinuierliches
Splilen mit feuchtem Sticksteff frei von Luft gehalten. Die Deoxye
h#moglobinldzung wurde dann 18 Stunden mit Stickstoff Bquili-
briert, we mglicherweise noch vorhandene Lultverunreinigungen

zu sntfernen.

Anschliefend wurden 115 mg {0,385 ml) Divinylsulfon zuge-
geben und die Heaktionslisung 72 bis 96 Stunden bel 49¢ gerihrt,
Alle 24 Stunden wurde der pH-Wert eines kleinen Anteils von un~
gefdhr O,5 cmj der Reaktionslisung bestimmi und das Fortschrei-
ten der HReaktion durch Gelfiltration durch Bio~Gel ™ P=150,wie
oben beschrieben,bestimmt. Wemn notwendig, wurde der pH-Wert wpit
inNalH auf ungefihr 7,2 bis 7,4 eingestellt. Wenn die Gelfiltra-
tion zeigte, daf ungefdhr 80 bis 20 % des voten Materials auller~
halb des Gels blieben, d.h. Mw> 150 GO0 Dalton, wurde die Reak~
tion durch Zugabe von 30 ml von,ﬂuﬁt@afreiter 1,3 m Lysinlisung
zur Besaktivierung nicht umgesetzt&f Vinylgruppen abgebrochen.
Dann wurde die Reaktionslésung welters 18 Stunden unter Luftaus-
schilufl gehalten und gerihrt,

Nach dem Abbruch der Reaktion wurde die Heaktionsifisung
mit 100 %igem Sausrsteff oxidiert und die Lisung durch Zsntrifu-
gieren und Filtern durch einen 0,565 Jum Millipore & -Filter ge-
kiBrt., Diese Stufen und alle folgenden Stufen wurden durchge-
filhrt, ohne dal die Temperatur Ubser 15°¢ steigen komnte. .Die ge-
¥lirte Lisung wurde dann gegsn einen Elektrolyten dialysiert, um
nicht gebundenes Divinylsulfon wad iliberschilgsiges Lysin zu enbe
fernen. Das Gesambvolumen nach der UDialyse betrug 280 ml mit
ginem pH-Wert von 6,92 bei 379C in physioclogischer Salzldsung.
Die makromolekulare Himoglobinldsung wurde mit einem physioclo-
gisch geeigneten Triger vermisgchi, der pH-Wert auf einsen
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physiclogisch geeigneten Bereich eingestellt, wie in Belspiel
2 beschrisben, und die Losung durch Filtrieren durch einen
Miillipore & Filter mit einer Porengrifie von 0,22 jum sterili-
siert. ’

Die prozentuales Umwandlung von Himoglobin Zu makromole-
kularem Himoglobin wurde durch Gelfiltration bestimmt und die
kovalente Vern@tzuﬁg wurde nachgewiesen durch Polyacrylamidgel-
Elekitrophorese mit Hilfe von Natriumdedecylsulfat, wie in Bei-
gpiel 2 beschrieben, Ahnliche Brgebnisse wurden flr Deoxy-—
hAmoglobin, das mit Dvinyisulfon vernstzt war, gefunden wie
fidr mit Glutaraldshyd vernetzties Deoxyhimoglobin,wie in Beiw-
spiel 2 beschrieben. Die Spekiralanalyse der oxidierten Lo
sung im ultravioletten und sichtbaren Bereich zeighe das in
Figur 6 angegebene Spekirum. Die Analyse der durch Aquilibrie-
ren mit Stickstoff deoxygenierten makromolekularen HiEmoglobine
losung zeigte das in Figur 7 angegebene Spektrum. Die Ergeb-
nisse dey Bestimmung der molaren Ixtinktionskoeffizienten sind
in Tabelle 2 angegeben.

Die Ergebnisse der Molekulargewichisbestimmungen mit
Hilfe der Geldurchdringungschromatographie und Viskositits~
methoden sind in Tabelle 1 angegeben, Die Polyhimoglobinlésung
in einem physiologischen Triger war isco-osmotisch, 300 mOsm/kg
H,0 (& 10%), mit einer Intrinsic-Viskositdt iﬁ;? = 0,139 dl/g.
Die relative Viskositdt war im wesentliichen wmabhiéngig von der
Konzentration, wie in Figur 4 angegeben, wobel dieses Polymer
duréﬁihie Quadrate verbindende Kurve dargestellt lst. Die
Analyse des makromolekularen Himoglobins auf Gesamthimoglobin
und Methimoglobin ergab eine Himoglobinkonzentraltion von unge-
fahr 8,5 % {Gew./Vol.,) und eine Meth#moglobinkonzentration von
weniger als 0,4 % {(Gew./Vol.). Es zeigte sich, daB die Sauer-
stoffaufnahmefihigkeit nahezu 100 % betrug mit einem Pﬁngert
von 100 bis 120 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmosphirendruck und
5766 mit einer Lisung mit einem pﬁmwgrt von &,9 und ainer Sauer=
stoffdisscziationskurve wie in Figur 8 angegeben.

bej:?mi%
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Beigpiel 5

Umsetzung von Oxyhémoglobin mit Divinylsulfon

Uie Umsetzung von Oxyhimoglobin mit Divinyisulfon wurde ente
sprechend Beispiel 4 durchgefihrt mit der Ausnahme, daf alle
Losungen und die die Reaktion umgebende Atwmosphire Luft ent-
hielten durch Agquilibrieren emtweder mit Luft oder mit

100 %igem Uo. Die bis zur vollsténdigen Heaktion erforderliche
Zelit, wie sie durch Elution durch Biamﬁel,ﬂa£hﬁﬁﬂ bestinmmt
wurde, betrug ungefihr 96 Stunden.

Die Umwandlung zu makromolekularem Hi8mogleobin wurde bee
stimmt durch Gelfiltration und die kovalente Vernetzung wurde
nachgewiesen durch P@lyacrylamidgelmEléktr@phcrese mit Hilfs
von Dodecylgulfat,entsprechend Beispiel 2. Es wurden Zhnliche
Ergebnisse fir mit Divinylsulfon vernetztes Ozyh8moglobin er-
halten wie fir mit Glutaraldehyd oder Divinylsulfon vernetzties
Deoxyhimoglobin wie in den Beispielen 2 und 4 beschrieben, Die
Spekiralanalyse der oxidierten Lésung im ultravioletten und
sichibaren Bereich zeigt das in Figur 9 angegebene Absorptions=
spektrum. Dis Mrgebnisse dep Molekulargewichtsbhestimmungen mit
Hilfe der Geldurchdringungschromatographie und Viskositits—
methoden sind in Tabelle 1 angegeben. In Tabelle 2 sind die
Extinktionskoeffizienten flr Polyhimoglobin in Form von Mete
hEmoglobin und Cyanomethimoglobin angegeben.

Die LUsung von vernetztem Oxyhimoglobin in einsm
physliologischen Trdger war iso-osmotisch, 300 nOsm/ kg HQQ
{+ 10%) mit einer Intrinsic-Viskositit iﬂ;? = 0,061 di/g. Die
relative Viskositédt war im wesentlichen von der Konzentration
unabhiingig, wie aug der die Rauten verbindend@1Kurve in Figur &
hervergeht. Die Untersuchung des makromolekularen Oxyhimoglobins
auf Gesamthimoglobin und Methimoglcbin ergab eine Hdmoglobin~
konzentration von ungefihr 8,5 % (Gew./Vol.) und eine Methimoe
globinkonzentration von weniger als 0,4 %{Gew./Vol.)}., Bs zeige
te sich, dafl das Sauverstoffaufnahmevermigen nahezu 100 % betrug
und der PBGMWert 4 mm Hg Sausrstoffdruck bei Atmosphirendruck
und E?OC mit einer Lisung mit einem pH-Wert von 6,9 uad einser
Sauerstoffdissoziationskurve wie in Figur 10 angegeben ist,

6098837/0873 /25
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Beispiel &
Umsetzung von Desoxyhdmoglobin mit Hexamethylendiisocyanat

In einen mit Argon dquilibrierten 100 ml~Rundkeolben wurden bei
4°C uynter Luftsusschluf 20 ml Deoxyhimoglobinldsung, 12 %
{(Gew./Vol) in 0,05 m Phosphatpuffer mit einem pH~-Wert von 7,1
gegeben und die Lésung durch kRontinuleriiches Spllen mit feuch-
tem Argon luftfrel gehalten. Die Lisung wurde ungefdhr 18 Stun~
den zur Intfernung miglicher Luftverunreinigungen unter Rihren
unter Stickstoff bel dieser Temperatur gehalten.

Anschliefiend wurdsn 0,138 ml Hexamethylendiisccyvanat zu
dem Deoxyhimoglobin zugsgeben und die Heaktionsteilnehmer unter
den oben beschriebensen Bedingungen 72 Stunden gerihrt, um das
Deoxyhdmeglobin zu vernetzen. Eitwalges Uberschilssiges in dem
Reaktionsgemisch verbliebenes Hexamethylendiisocyanat wurde
durch Zugabe von 4 ml luftfreier 1,% m Lysinldsung desaktiviert
und anschlieBend 18 Stunden gerihrt, um sicherzustellen, dad die
Degaktivierung vollstindig war, Die Lésung wurde oxidiert und
durch Zentrifugieren geklHrt,

Die Umwandlung zu polymerisgiertem Himoglobin wurde bew
stimmt durch Gelfiltration durch Blogel P=150,. Der Hauptteil
des eluierten Produktes, 8% %, drang nicht in die Gelporen
ein, was ein Froteiomcelskulargewicht von mehr als 150 000 Dalton
anzeligt. Die Untersuchung des polymerisierten Decxyhimoglobins
auf Gesamthimoglobin wnd Methiémoglobin ergab eine Himoglobin~
konzentration von ungefdhr 9,5 % (Gew./Vol.) und eine Methimo-
globinkonzentration von weniger als 0,7 % {(Cew./Vol.). Bz zeige
te sich, daf der P5Q~Wert des polymerisierten Himoglobins 3,5 mm
Hg Sauverstoifdruck bel Atmosphirendruck und 37°C mit einer Lo
sung mit einem pH-Wert von 7,1 war.

Beigpiel 7
Umsetzung von Oxyhimoglobin mit Hexamsthylendiisocyanat

Die Umsetzung von Oxyhimoglobin mit Hexamethylendilscoyanat wur-
de entsprechend dem in Belspilel & angegebenen Verfahren durchge-
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filart, wobei die gleichen Bedingungen angewandt wurden mit der
Ausnahme, daf die Ldsung und die die Reaktion wmgebende Atmo~
sphire durch Aquilibrieren mit Luft cder Sauerstoff Luft ente
hielten. Die prozentuale Umwandlung zu polymerisierten Oxyhimoe
globin, wie gie durch Gelfiltration bestimmt wurde, ergab Werte,
die mit den in Beispiel 6 erhaltenen tbereinstimmten flr eine
Ausbeute von 85 % makromolekularem Oxyhimoglobin.

Deispiel &
Umsetzung von Deoxyhimogleobin mit Dimethylsuberimidat=-
nydrochlorid '

Die Vernetzung von Deoxyhémoglobin wvurde folgendermafen durch-
gefiihrt: In einen 5anm§mDreihalsmﬁundkelben, der mit Argon ge-
spilt und auf 5 bis 10%c gehalten worden war, wurden zunichst
20 ml Deoxyhimoglobin in einer Konzentration von 13 % {Gew.,/Vol.)
in 0,25 m Phosphatpuffer mit einem pH~Wert von 8,0 und einem
Methimoglobingshalt von weniger als 0,3 ¥ (Gew./Vol.) gegeben
und anschliefBend 263 mg Dimethylsuberimidatdibydrochlorid in

4 w1l von Luft befreiter gesdttigte Natriumbicarbonallisung.

Der pH-Wert des Reaktionsgemisches wurde mit 71 n NaOH auf 8
eingestellt und durch Zugabe von 1 m Naﬁz?aq suf diesem Wert
gehalten, bis er sich ungefdhr 15 Minuten lang nicht mehr
#nderte, Der Kolben wurde mit Stopfen verschlossen und die
Reaktion komnte eine Stunde bei 4°C unter Rithren ablaufen. Der
Kolben wurde gedffnet und mit Luft Hguilibriert. Die Reaktion
wurde abpgebrochen durch Zugabe von 2 ml 1,3 m Lysin, wobei das
Gemisch weitere 3 Stunden geriihrt wurde, um den Reaktionsab-
bruch agicherzustellen « Schlieflich wurde die Losung durch
Zentrifugieren geklirt und anschlieflend gegen 0,05 m Phosphate
puffer, pH 7,6, dialysiert.

Die Unwandlung zu po%i?erisiertem Himoglobin wurde durch
Gelfiltration durch Biogel ™ P=150 bestimmt. Der Haupttell des
eluierten Produktes (90 %) blieb aulerhalb der Gelporen, was
gin Molekulargewicht von Uber 150 000 Dalton anzeigt. Das
nakromolekulare Deoxyhimoglobin besaf auch eine Himoglobin-

sst?
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konzentration von gefékr g€ % und eine Methimoglobinkonzentra-
tion von weniger als 0,6 % (Gew./Vol.). Es zeigbe sich, daB der
, SGmWezL des palymerlslerten Hamoglobing 2,5 mu Hp Sauerstoff-
druck bei Atmosphérendruck untd 20°C mit einer Ldsung mit einem
pH~¥Wert von 7,3% betrug.

Beispiel 9
Umsetzung von Oxyhimeglobin mit Dimethylsuberimidate
dihydrochlorid

Die Vermetzung von Oxyhimoglobin mit Uimethylsuberimidat wurde
entsprechend dem Verfahren des Beispiels 8 durchgefihrt, wobel
die gleichen Bedingungen angewandt wurden mit derpr Ausnahme, dal
dle Lisung und die Reaktionsustmosphire durch Aguilibrieren mit
Luft lufthaltig waren. Die physikalische Analyse des rolymeri-
sisrten Oxyh@moglobins zeigte Ergebnisse, die mit dem vernetze
507

Wert betrug 2,5 mm Hg Sausrstoffdruck bei Atmosphirendruck und
g < g

ten Deoxyh¥@moglobin des Belspiels 8 Ubereinstimmten. Der P
E?OC wit einer Lisung mit einem pH-Wert von 7,45,

Belgpiel 10

Polymerisation von Oxyhimoglobin mit Butadiendiepoxid

20 ml Oxyh¥moglobinlisung, 13,4 % {Gew./Vol.)}, in 0,05 m Borate
putfer mit einem pH-Wat von 8,0 und einem Methimoglobingehalt
von wenliger als 0,5 %iGew /Vol. }*uﬂden in einen Kolben, enthal-
tend 320 /ui Butadiendiespoxid und 37C /ul Tridthylamin, beide
in Form von reinen (neat) L¥sungen, gegeben. Die Lisung wurde
96 Stunden unter Luft bei 5°C gerilhrt und anschlieBend die
Reaktion durch Zugabe von 500 mg festem Cystein abgebrochen.
Der PFeststoff wurde durch Rihren geldst und 18 Stunden zur
Reaktion gebracht. Die Analyse der intermolekularen Vernetzung
wurde durch Gelfiltration durch biogel & ~P=150 durchgefihrt,
‘Der Hauptttell des sluierten Produktes, 85 %, blieb auflerhalb
des Gels, was ein Molshulargewicht voen mehr als 150 000 Dalton
angibt. Die Analyse des polymerisierten Oxyhimoglobins auf
Gesamthimoglobin und Methimoglobin ergab eine Hémogl@binkanzénm
tration von ungefihr 9,% % und eine Methimoglobinkonzentration
von weniger als 0,4 % (Gew,/Volo)g
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Tabelle 1

Folekulsrgewicht von polvmerisiertem Himoglobin

—

1, By M.,
polymeri- ! -5 * 5 — VlSk;
siertes Hb  Verfahren* (x1077) (x10™7) L. P, {x10™)
Beispiel 2 ¥ 5,3(£08) 0,9(x81) 5,6{106) "

2 e Byl o 1y
Beispiel 3 7 1152031, 15 1,6(x83) 9,6(41,8) -
2 - e - 1,8
Beispiel 4 1 5,9{£1,8) 1,1{x01) 6,8(&@&} e
2 S S — 2,3
Beigpiel 5 1 5,0(x1,430,95(£87)  6,0(406) e
2 — — - 1,0

¥  angewandtesg Verfahreun
e
sl ad ; 13‘
{1} GPLmbepharsse<¢}&B

{2} Viskositit
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Tahelle 2

Spektrale Bigenschaften von Himoglobin und polvmerisiertem

Himoglobin
Beispiel  Hb oder Poly(ib), Form b ¢ x 1077

1 Hb M 630 3,7
1 Hb C 540 BRE
2 Poly(ﬁb)n M 630 359
2 Poly(Hb), ' C 540 9,7
5 Poly M 630 5,2
5 Poly * 540 9,7

Dabei bedeutet Paly(ﬁb)n polymerisiertes Himoglnbin, M Methimo-
globin, C Cyanomethimoglobin, A die Wellenliings und £ den

molaren Extinkiionskeeffizienten.

oo /30
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Die erfindungsgemiBen vernetzien stromafreien Himoglobing
besitzen die Fihigkeit, sich mit einem Liganden wie Sauevrstofrl
oder Kohlenmonoxid abzusittigen und diesen Liganden zu trans-
portieren und an die Umgebung, wo er gebraucht wird, oder einen
Ligandenrezeptor abzugeben. Diese Bigenschaflt macht die Poly=-
h¥moglobine gesignet als Blutersatzstoffe, Das Polyh@moglobin
ist 18sliich in wiBrigen Medien,Blut, Flasma, Kristallcidldsun-
gen, gepufferten Elektrolytldsungen und kolleidalen Polymer-
l&sungen. Das Polyhdmoglobin besitzt physiclogisch geelignete
kolloid-osmotische Eigenschaften, die es als Bluiplasma-Streck-
mittel geeignet machen., Polyhimoglobin besitzt eine verlingerte
FPlasma-Lebensdauer in vive, wie aus einer Halbwertzeit von mehr
als dem doppelten von nicht polymerisiertem Himoglobin hervor~
geht. Ublicherweise etwa 12 bis 30 Stunden. Auferdem werden,
da das Polyhimoglobin stremafrei ist, schidliche Wirkungen auf
.das Nierensvstem vermisden.

Die Fahigkeit des Polyhimoglobins,Sauerstoff an lebendes
Gewebe und Organe von Tiersn einschliefilich Haustleren wie Hun~
den und Katzen und Kilhen und Schweinen und anderen SHugeltieren
zu transportieren und 2u liefern und verschiedsne Liganden aus-
zutauschen,wird durch die unten angegebensen BDelspiele gezeigt,
Der Ausdruck "im wesentlichen stromafrei®, wie er in diesen Bel~
spielen und der Ubrigen Beschreibung verwendet wird, bedeutet,
dafi das Polyhimoglobin kein Stromamaterial von roten Blutzellen
einschlieflich nicht-Himoglobinproteine , Phospheolipide und
Lipide enthilt. "Halbwertzeit® bedeutet die Zeil, in der sine
urspriingliche Polyhimoglebinmenge in vivo aul die HElfte ihres
anfinglichen Wertes absinkt, ®Dissoziationskurve” gibt . das
Ausmaﬁfpin dem Polyhi#moglobin den Liganden, z.B. Sauersteff,
unter einer Ligandenspannung von O bis 140 mm Hg bindet baw. ent-
hilt. YSauerstoffhbindungsvermdgen® bedeutet den Tell in Prozent
der Sausrstoffmenge, d&r sich mlt jeder in Polyhimoglobin ente
haltenen Himgruppe verbinden kaun. Zum Belspiel bedeutet sins
Sauerstoffaufnahmefdhigkeit von 100 %, daf Jede in dem Polyhidmo~
globin enthaltene Himgruppe das Maximum von einem Sauerstoff-

-~

molekiil binden kann. "Sauerstoffaffinitldt" bedeutet den P5OmWert
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von Polyhdmoglobin, d. h. den Teildruck FQZ von Sauerstoff hel
50 %iger S#ttigung. "Blutersatzstoff® bedeutet dis Fihigkeit
des Materials,; Sausrstoff an lebendes Gewebe und Organe zu
transportieren und zu liefern und den intravaskuliren{cancontic)-
Druck aufrechitzuerhalten. ¥Plasma-Streckmititel?® badeutet die
Pahigkeit von Polyvhimoglobinldsungen, das Blubtvolumen sufzu-
fiillen,

Beispiel 11

Die Verweilzelt von FPolyhi@moglobin im Flasma wurde folgen-
dermafien gemessens
Zunfchst wurde am Tag vor der Infusion ein Dauerkathetsr in die
‘¥zna Saphens . im Hinterbein von zwel Hunden eingefihrt und das
Blutvolumen der Hunde nach Jtanderdverfahren bherechnet, Das bew
rechnete Blutvolumsn wurde auf das Gewicht des Hundes Dezogen
mit der Annahme, dafi das Blutvolumen bei Hunden ungefdhr 7 %
des Gesamtkirpergewichis susmacht. Dann wurden am ndchsten Tag
20 % desg Blutvelumens durch den Katheter abgezogen und sofort
durch das gleiche Volumen Polyh&moglobin in einer Konzentration
von 7 % in Ringer‘s Losung ersetzt, Bsl einem anderen Hund wur-
den 20 % des Blutvolumens durch das gleiche Volumen von ur-
springlichen menschlichenm Himoglobin ersetzit. Urspringliches
Himoglobin ist iscliertes, nichi vernetztes HEmoglobin mit einer
Konzentration von 7 % in Ringer's Lisung. Damn wurden von beiden
Hunden in Intervalen von zwei Stunden Blubprobsn eninommen bis
das Himogleobin in dem Plasma abfiel wie durch Spekirophotometrie
nach dem Cvanomethimoglobinverfahren, das in Beispiel 1 beschrie-
ben ist, bestimmt wurde., Die Halbwertszelt von Polyhimoglobin und
ursprﬁnglichaﬁ%%émagl@biﬂ wurde durch eine halb-logarithmische
Auftragung der Zeit gegen die Himoglobinkonzentration in dem
Plasma bestimmt, da dadurch eine etwaige exponentielle Abnahme
auf eine linsare Abnahme zurlckgefihrt wird. Die gemessenen Er-
gebnisse zeigben, daf die nach den Beispielen 2 bis 5 hergestelle
ten Pelyh8meglobine eine 2Z-bls 8-fache Zunshme der Verweilzeit
im Pla&éggﬁgg%gen auf urspringliches Himoglobin, daz eine Halb-
wertszeit von 4 Stunden in dem Plasma eines Hundes hatte.

+} {nativem)
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Belspiel 12

Die erhihte Verwellzelt von Deoxyvhimoglobin, das ent-
sprechend Belspiel 2 mit Glutavaldehyd vernetzi war, und Himo~
globin wurde an ménnlichen Ratten gemessen, die 250 bis 300 g
woogen und bel denen sich in einer Femor~Vens eins Kaniile zur
Infusion befand und in siner Femor-Arteris eine Kanlile zur Ente
nahme von Proben,entsprechend dem Beispiel 11. AuBerdem wurds
das Blutvolumen der Ratte mit 8 % des Gesamtkérpergewichits be=
rechnet und das Polyhi3moglobin besafl eine Konzentration von 8 %
in normaler Salzlbsung. Die Blutproben, 0,3 ml wurden mit 500g
zentrifugiert, wn die Zellen abzusetzen. Das Plasma, snthaltend
Polyhidmoglobin, wurde nach der Cyanchi@moglobin-Spektralmethode
des Beispiels 1 auf die Polvhimoglobinkonzentration uantersucht.
Die Brgebnisse zeigten, dafl Himoglobin eine Halbwertszeit in dem
Plasma von 90 Minuten besal, wihrend das Polyhimoglobin eine
l&ngere Halbwerts~Verweilzeit im Ratienplasma von 315 Minuten
besall,

Beispliel 13

Ein Blutaustausch {total perfusion) bei Ratien mit FPoly-
h8&moglobin wurde folgendermaflen durchgefilhri: Zundchst wurdsn
Ubliche m#nnliche welfie Laborrattenmt einem Gewicht von 250 bis
300 g mit 40 mg/kg Natriumpentobarbital anaesthesiert, Dann wur-
den in beide Femor-Arterien und eine Femor-Vene Kanlilen einge-
fihrt und den Ratten Heparin zugefihrt. Wihrend der gesamten
Unbersuchung wurde der Druck der Hauptarterie der Raten kontinu -
ierliich Ubser sine Femor-Arterie notiert und durch die anders
Arterie das Blut abgezogen., Die Femor-Vens wurde flr die
Infusion von Polyhimoglobin angewandt,

Der Anfangsanteil an Brythrozyten {(Himokrit) wurde be-
stimmt und 2 ml Blut abgezogen. Anschliiefend wurden Z ml poly-
merisiertes Hémoglobin, das entsprechend Beispiel 2 hergestellt
worden war, innerhalb von 2 bis 3 Minuten durch Infusion zuge-
filhrt. Dann in Intervallen von ungefédhr 5 Minulen Jeweils 1 ml
Biut abgezogen und 1 wml Polyhdmoglobin durch Infusion den Rat-

E098237/0873 Blutvoelumen,
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das als 8 % des Korpergewichites angenommen wurde, abgezogen wol-
den war. Wemnn die Tiere Anzeichen einsr Schockreaktion zeigten,
wie durch eine falsche Atmung oder einen abnehmenden arteriellsn
" Druck angezeligt wurde, wurde die Zeit avischen dersn einzelnen
Entnahmen verlingert, aber die Polyhimoglebininfusionsgeschwine
digkeit von 1 ml alle 5 Minuten beibehalten, um die Tiere am
Leben zu erhalten. Alle 15 bis 20 Minuten wurde ein Himokrit
pestimmt und die Blutenitnalme und Infusion fartgaséﬁzt bis der
Himokrit von 45 auf weniger als 5 % gefallen war. Wihrend der ge-
samten Versuche erschien die Haut der Raltten normal und ez schien
kein Polyhdmoglobin in die extrazelluliren Flussigkeiten auszu-
treten, wie es der Fall war, wenn das Blutvolumen ersetzt wurde
durch eine nichi~polymerisierte Himoglobinlidsung in Glukose-
Salzlésung. Die Lrgebnisse zelgten, dad das Polyhimogloblin Sausr-
stoff an das Gewebe lieferte, ohne in die extrazsliuldren FLUBig-
keiten zu diffundieren.

Beispiel 14

Die Fahigkeit von Polyhimoglobin, Sauerstoff an tierisches
Gewsbs zu liefern, wurde an einem isclisrten mit Blut durchstrim~
ten Kaninchenherzseptum folgendermaBen nachgewiesen: Zundchst
wurde das Herz eines anaesthesierten und hsparinisierten Kanin-
chens entfernt und die Septum~Arterie wmit einer Kanlle versshen
und der Hufiere Muskel entfernt. Die Durchstrtmung mit Hunde-
erythrozyten in einer Ldsung von Glukose in physioclogischer Salg-
1¥sung wurde begonnen, .scbald das Herz aus dem Korper sntfernt
worden war, wm eine migliche Schidigung des Gewebes zu vermeliden.
Dann wurde das Septum in den Rahmen gespannt, sodal der Herz-
schlag und dis Anderungsgeschwindigkeit der Spannung geunssssn
werden konnten. Der Sauerstoffverbrauch des Septums wurde
varilert durch Anderung der Herzgeschwindigkeit,Durchstrioungs-
geschwindigkeit und Temperatur des Septums. Die Versuchsbedingun—
gen, die zu einem maxiumalen Sausrstoffverbrauch des Septums fihr-
ten, ohne daB der damit verbundens Veriust der Sepbumstabllitit
auftrat, wuarden mit Hilfe von Hundesrythrozyten als Durchstri-

oa /2l
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mungsfillssigkeit bestimmt, Rer arterielle w.nd veniise Sauerstofl-
gehalt wurde mit Hilfe eines Standard-Sauerstoffmelinstrumentes
gemessen und die Inderung in der Himoglobins8ttigung von dem
arteriellen zu dem vendsen Blutstrom wurde wit Hilfe der in Bel-
spiel 2 beschriebenen Vorrichitung zur Messung der Sauerstoff-
sdttigung bestimmi.

Die Ergebnisse der Durchsirdnungsmessungen mit dem in den
Beispielen 2 bis 5 angegebenen PolyhHmoglobin zeigten, dafl die
Sauerstoffsittigung 50 bis 70 % und der Sauerstoffgehalt ‘
% Vol.=% zwischen der arteriellen und venfsen Selte des Sepitums
abnahm, was anzeigt, daf Polyhdmoglobin in dem durchstrdémben
ip-vivo-System Sauerstoff an lebendes Gewebe liefert. Ein allgg=
meines Verfahren fiir die Perfusion in isclierten Septa ist be-
sohrieben in J. General Fhysiolegy, Band 52, Seiten 682 bis 691,
1968,

Beispiel 15

Die Verwendung von Polyhimoglobin zur Behandlung des hmore
hagischen Schocks wurde folgendermaflen durchgefithrt: Zunichst
wurde einem Tier Blut entnommen bis zu einem geringen Standarde-
Blutdruck und der Blutverlust durch ein gleiches Volumen des zu
untersuchenden Blutersatzstoffes ersetzt. Spdter wurde dem Tier
erneut Blut entnommen und das Verhdlinis der zwelten zu dsr er-
sten Bntnahme als Blutungsindex 5123B11x10® angegeben. Bei die-
sen Verfahren wurde minnlichen Ratten Blut bis zu sinem niedri-
gen Standarddruck von 30 mn Hg entnommen und dieser Zustand
45 Minuten durch Eatnahme von Blut zur Aufrechierhaltung des
Druckes beibehalten. 7u diesem Zeitpunkt wurde das Volumen des
entnommensn Blutes notiert und ergab den Wert 811 und durch
Blut, Salzlbsung, Dextran, Albumin, urspringliches Hﬁmogldbin
oder Polvhimoglobin ersetzt. Die Ratten konnten sich drel Stun~
den erholen und dann wurde erneut Rlut entnommen bis zu einem
Wert von 30 mg Hg, wobel man, wie oben angegebenen, den Wert fir
Blz
_geben und sie zeigen, dafBl polymerisieries Himoglobin bei diesen
Modell eines himorrhagischen Schocks wie ganzes Blut wizrkt. In

erhielt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 3 ange-
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der Tabelle sind die Blutersatzstoffs. die nach den Beispielen

2 bis 5 hergesteliten Himoglobine und B bedeutet das eigene

Blut der Ratien, 35 eine physiclogische Keochsalzilsung, A Albumin,
H ursprﬁnglicheg bzw. natives -Himoglobin und D Dexiran. Die Verw
fahren zur Messung des Blubtungsindex sind beschrieben in Am. J,
Phyvsiol. Band 169, Seite 475, 1952, und Am. J. Paysiol. Band 173,
Seite 403, 1653,

Tabelile 2
Ersatzstoffe Blutungsindex Anzahl der Tiere
Belspiel 2 100 + 13 5
Beispiel 3 48 + 15 4
Beispisel 4 72 + 23 2
Beispiel 5 75 4+ 16 3
B 81 + 13 24
S 27 + 12 25
A T x 9 3
H 36 + & z
D 20 + 11 17

Das Polyhidmoglobin kann angewandt werden als Blutplasnma-
EBrsatzstoff und Blutplasma-3treckmititel im Gemisch nit sinem
pharmazeutisch geeiguneten Triger cder mit anderen Flasma-Ersatze

- ghoffen und Blubplasma-Streckmitteln., Die TrHger kidnnen kristal-

loide einschlieflich physiclogischer Kochsalzltsung, ein Gemisch,
bestehend aus Salzlisung und Gluk@seiRinger*smLﬁsuﬁg,mit laktat
versetzte Ringér‘smLasung, Loakemﬁingar‘suLﬁsung? Krebs-Hinger?g-
Losung, Hartmann's-Salzlisung und heparinisierte Natriumcitrate
Citronensiure-Dextrose~Lisung sein,

Das Polyhimoglobin kann im Gemisch vorliegen mit wasser-
l¥slichen physicloegisch geeigneten pelymeren Flasma-drsatzstoffen

../36
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wie Polydthylenoxid, Polyacrylamid, Polyvinylpyrrolidon, Poly—
vinylalkohol und Athylen@xideslyprﬁpylenglykolmﬁandensateh,
AuBerdem kann das Polyhiimoglobin vermischt sein mit kolloide
artigen Plasma~brsatzstoffen und Blutplasma-Streckmitieln wie
linesren Polysacchariden einschlieflich Dextranen mit einem
Molekulargewicht von 40 000 bis 70 000, Gummiarabikum?Pekﬁinen;
{(balanced) {lissiger Gelatine und Hydroxvithylstdrke., Im alle
gemeinen ist fir die erfindungsgemdfen Zwecke das Polyhimo-
globin in einem Mittel in einer Menge von ungef#hr 1 bis 10 %
im Gemisch mit einem oder mehreren der oben angegebenen Triger
vorhandsen, Die Mittel werden hergestellt durch Vermischen des
Polyhéimoglobins und Trégers in vorbestimmten Mengen., Zum Bele
splel kann eine Blubtersatzldsung, enthalbend 5 % Polyhimo=
globin in normaler KochsalzlOsung hergestellt werden durch Zue
gabe von 5 g Polyhimoglobin zu der physioclogischen Salzlisung,
die 0,85 % Watriumchlorid in Wasser enthilt auf 100 ml. Die
Polyh#mogloblne kinnen verabreicht werden, wie es bei Blube

transfusionsn Ublich ist.

Andere Anwvendungsgeblete fUr Polyhimoglobine umfassen eine
kilmstliche Sauerétofﬁaustauschlﬁsung in Ublichen Oxygenatoren
wie Herzmnebenwsgen {cardiac by-pass},aulerhalb des Korpers gee
legenen Kreislaufnilfen, hohlfaser~ und {olienartigen Membranen
und zur Unterstiitzung des Kreislauls beli kranken Patienten.

Das PolyhiZmoeglobin kann angewandt werden als GQuslle fir
Protein und Sauerstoff in der Mikrobioleogie und als H8hrstoff
fiir aercbe Bazillen und Staphylokoken, wenn sichergestellt were
den scll, dafi der NEhrstoff Ifir die tierische und menschliche
Erngherung sicher ist. Das Polyhdmoglobin kann angewandt werden
aur iagerung und Keonservierung von lebenden isolierten blut-
durchstrémten SHugetierorganen fir eine eventuelle Transplanta—
tion in einen IEmpfinger als Ersatz fir die Fdhigkeit der roten’
Zellen bel SHugetieren,; Szusrsioff zu transportieren.
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{i} Wasaexlﬁ&lichesgpalymexisiertas!vernetztas Hamo~
globin, dadurch g ek ennzeichnet, dall eg
stromafrel ist uwnd inm Standeereversibal ginen Liganden
#u binden,

2. Himoglobln nach Angpruch 1, dadurch g e X e n-n -
zedlohn ek, dab%8in Molekulargewicht von 64000 bis
1 000 000 besitzt,

3. Hémoglobln nach Anspreh 1 pder 2, dadurch g e X e n i -
zelchnet, daB ez vinen Liganden in einer Menge

bis zu 6@)&%91 Liganden pro Gramm Polyhimoglohin binden

kann und eine Imtrinsic-Viskositit vom 0,04 bis 0,16 d4l/e
bagltot,

4, Himoglobin nach Auspruch 1 bis 3, dadurch g e k 2 o n =
z el ochbhnet, da8 es einen Ligenden Partialdruck bei
halber Sittigung von 2,5 bis 120 mm He bei 37°C und neu-
tralem pH-Wert hesitzt.

5e Verfahren zmur Herstellung von Himoglobin nach
dnespruch 1 bis 4, dadurch g ek e nnzeichnet,
daf man Stroma and Zelltriower von dem Himoglobin ent-
ferut, das entstandene stromafreie Himoglobin, das ent-
weder Liganden enthilt oder nichi, mit elnew polyfunktio~
nellen Vernetzungsmittel, das mit den resktionafihigen
Gruppen des Himoglobling xeagiert?unter giner Schuizatmo-

§08837/0873
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sphire aus einem entsprechenden Gas und wnter Bedingungen,
bei denen ein wasserlisliches,verneiztes FPelyhimoglobin
entsteht, umsetzt und die Reaktion durch Zugabs elines
Vernetzungsmittel-Desaktivators zu dem Reaktlonsgemisch
abbricht,.

2607708

G Verfahren nach Anspruch 5, dadurch g e Kk e w un -

zeichnet, d28 man ein Agquivalent Himoglobin mit
2,5 bis 300 Aguivalent des Vernetzungsmittels 0,25 bis
300 Stunden bel 0 bis 25°C unter Atmosphirendruck um-
gatzt,

Ts Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch g e kX e nn ~
z ei c hn e t, daB man die Reaktion bel O bis 10°%¢ durch-
fiihrte.

8, Verfahren vach Anspruch § bls 7, dadurch g ek e n un -
zeichnet, daf man als Vernetsungsmuittel eln Triazin
der Forwel .

in dex 31 dn Halogenatom wit der Orduungszahl 9 bls 35

und Rz einen nucleophilen Substituenten bedeutet;

gine Verbindung der Formel

in der 33 eine kovalente Bindung, eine Alkylengruppe mit
1 bis 5 Kohlenstoffatomen, eine Fhenylew; 0¥y Sulfonyls
oder zek-Anino-Gruppe, R4 gin Halogenatom oder eine Nitro-
GrUppe.; 35 ein Wasserstoffatom, eine WNitro-Grupps, eime
Alkyl~Gruppe wit 1 bis & Konlenstoffatomen, eine Sulfo-

ader Carbacyl-~Gruppe und R, ein Halogenatom, eim Diago~, -
BOOB3T7/0973
mgm
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Isccysnato~ oder Iscthiccyanat-fGrupps bedeutet.
I

gineg Verbindung der Formel

in dex R? gin Halogenatom wmit der Ordnungszahl 9 bis 35,
Rg ein Wassersitoffatom oder eine Hiiro-Gruppe bedeutet,
wobel mindesgiens siner der Restle Rg gine Nitro-Gruppe ist;

gine Verbindung der Formsl
(39}2C=0 ,

in dax 39 aine Wasserstofi- oder Halogenstom wmlt der
Ordungszahl 9 bis 35 bedeuntet oder elner Verbindung der

Pormel

-t ~R ¢
Ry lCLE Ry

{7} ~{CH.,} =R,
Ry g (CH ) SCeHy (U Rod

/{CH?')?\\\\\

- : CH~R

RigCHa ///¢,zf’ 2 10
\\“““~(£3§2)f

g

oder

- ~R, ~{CH_} ~R
Ry g (CH ) Ry e
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wobel n eine ganze Zahl von 1 bis 8, w eine ganze Zaghl von O
bis 3, p elne ganze Zahl von O bis 4, g eine ganze %ahl

oy

-

von 1 bis 4; x eine ganze Zahl von 1 bis 5, Ri@ gine
funkiionelle Iscoyanat-, Vinyl~, Imino-, Isothiccyanate,
Iaocyanid~, Aldehyd-, Epoxid-,Chlorformist~, Trichlor-
formiat~ oder Imldoalkylester~Gruppe oder eine Gruppe
der Formel

f‘

E f;s pder COR
{CH..

2'a

~OH
o

12

wobel a eine ganze Zahl von 1 bis 3, Rjz eln- Halogenatom
gder eine Azo-Gruppe und 311 eing Oxy=~, Sulfonyl-~ cder
swelwertige Awmino-Gruppe bedeulet, verwendst.

9, Verfahren nach Angﬁxach 5 big 8, dadurch g ek e n n =
zeilchnet, daf man eine gtbchiometrische Menge oder
einen UberschuB bis zu 250 Acuivalent des Desakiivators

pro Aguivalent Vernetzungsmititel zusetzt.

10, Verfashren nsch 4nspruch 5 bis 9, dasdurch g e k e n n -
Zz e iloechnet, dal man sls Desaktivator ein niedermolew
kulares primires Apin verwendst,

11s Fharmageutisches Mithtel, enthaltend einen Bluter-
gatzstoff oder ein Blutplasmastreckmitiel im Gewmisch wit
einem physiologlich geeigneten Triger, dadurch g & -~
kennzedlochnet, daf der Blulersatasiofl cder
dag Streckmittel das wasserlﬁslichegpolymerigierteivarw
netzte Hemoglobin ist,

6287 Bo9837/0873
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